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6?) invention conceme un procede de decontamination 
dtn milieu de fermentation caractense en ce que. avant, 
ou pendant, {"introduction de Hnooufum de fe rmentetion le 
milieu est mis en contact intime avec des elements solldes 
comportant les recepteurs normalement presents sur les 
envefoppes des bacteries de finoculura pendant un temps 
suffisant pour assurer la fixation des contaminants, en par- 
ticuller des phages. , ^ ^ . , 

Ble conceme egalement un produit permettant la mise 
en cauvre de ce procede. 
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La presente invention concerne un procede permettant de 
lutter contre les contaminations intervenant au cours des processus de 
fermentation ainsi qu'un produit permettant la mise en oeuyre de ce 
procede, 

5 Un grand nombre d'industries ont recours a. la culture en grand 

volume de bacteries ou de levures pour l'obtention de produits d'inter&t- 
Parmi les industries faisant appei aux processus de fermentation, on peut 
citer i'industrie de production des antibiotiques et I'industrie agroah- 
mentaire notamment pour la fabrication de produits laitiers ferrnentes. 

10 L'un des problemes majeurs qui peuvent se poser est la 

contamination des cultures par des virus qui attaquent et detruisent les 
cellules bacteriennes. Ces virus s'appeilent des bacteriophages (phage) s'ils 
ont pour hotes des bacteries. Par exempie, dans le cas des fermentations du 
lait, les bacteriophages sont specifiques des bacteries lactiques du ferment. 

15 En general, un phage donne ne peut infecter qu'une espece 

particuiiere T ou une souche, ou des souches etroitement apparentees, d'une 
bacterie. La plupart des bacteries sont susceptibles d'etre infectees par des 
phages, et une souche donnee de bacterie peut etre sensible a differents 
phages- 

20 Le phage, apres adsorption sur la bacterie, y injecte son 

materiel genetique (ADN ou ARN). Apres un cycle de multiplication, les 
phages vont provoquer la lyse de la cellule bacterienne et se propager aux 
cellules voisines* Le resultat est une croissance faible de la culture des 
bacteries, par lyse du ferment, et perte du produit desire ; cette 

25 contamination peut donner un produit inferieur, ou peut rendre inutiiisable 
la totalite de la fermentation, obligeant a son elimination, ce qui dans les 
deux cas, peut amener a un surcoQt economique considerable. Ces pertes 
economiques representent un pourcentage important du chiffre d'affaire 
dans I'industrie laitiere, ou les quaiites organoleptiques et hygieniques du 

30 produit fini dependent etroitement de la cinetique d'acidification du Jair 
amene par le developpement des bacteries et done du developpement des 
bacteries lactiques. 
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Les phages proviennent de 1'environnement, mais aussi, un 
grand nombre de bacteries porte des phages silencieux ou lysogenises, qui 
deviennent virulent* sous conditions de stress. Des signaux subtils peuvent 
declencher un cycle iytique des phages dans une souspopulatxon de 
bacteries, qui peuvent infecter les cellules voisines. 

Un certain nombre d'agents sont actifs sur les bacteriophages, 
par exemple les phenols, les oxydants, certains metaux lourds, mais soit iis 
ne sont pas utiiisables dans des produits destines a la consommation 
humaine, soit Us ne sont pas suffisamment efficaces. 

Des tentatives pour reduire et contrdler le developpement des 
phages par differents traitements physiques du ferment n'ont jusqu'a 
present donne que des resultats tres insatisfaisants La strategie actuelle, 
partieilement eff icace est d'alterner differents melanges de souches quand 
il y a un probleme. Parfois, une croissance ralentie peut etre due a une 
15 infection phagique se developpant a bas niveau. Les approches biologiques 
sont egalement lirmtees par le manque deformations genetiques sur la 
nature des bacteries du ferment; seul un petit nombre de mecanism.es de 
resistance aux phages a ete elucide. Ces systemes de resistance sont obles 
a des souches bacteriennes et a des phages tres specif iques, et comprend 
1'utilisation de souches bien definies et/ou recombinantes dans la 
fermentation, qui est encore loin d'etre realisable pour 1'obtention d'un 
produit laitier par exemple. De plus, les phages peuvent "echapper" a ces 
systemes lorsqu'iis acquierent des mutations qui les rendent resistants. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un precede 
25 de decontamination d'un milieu de fermentation par l'emploi d'un piege 
comprenant les recepteurs normalement presents sur les enveloppes des 
bacteries de l'inoculum de fermentation. Par enveloppes on entend, seion le 
type de bacteries, les parois et/ou les membranes des bacteries. Les 
~ bacteries mortes, ou une preparation d'enveloppes bacteriennes. conti- 
nent les recepteurs identiques aux bacteries vivantes qui piegent les phages. 
Avant l'introduction de l'inoculum de fermentation contenant les bacteries 
vivantes, ou simultanement a cette introduction le milieu ou aura lieu la 
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fermentation est mis en contact intime avec des elements solides 
comportant les recepteurs normaiement presents sur Ies enveloppes des 
bacteries de i'inoculum, pendant un temps suffisant pour assurer la 
fixation des contaminants, en particulier des phages. Cette strategic ne 
5 depend pas du type de levain utilise, car le procede utilise des cellules 
mortes identiques au levain. Les cellules mortes peuvent rester dans le 
milieu comme une partie du levain, Le., pendant la fermentation pour 
adsorber les phages liberes par ies bacteries du levain en train de crottre. 

Par milieu, on entend le milieu nutritif liquide dans lequel 

10 

aura lieu la fermentation. 

Le procede peut etre applique lors de la preparation du 
ferment j pour cela, le piege comprenant les recepteurs normaiement 
presents sur les enveloppes des bacteries est ajoute au milieu de croissance 
des bacteries qui vont servir a ensemencer le milieu de fermentation. 

15 Mais I'invention comprend egalement le traitement de la cuve 

de fermentation, apres un cycle de fermentation, par les bacteries de 
I'inoculum, mortes, afin d'eliminer, de facon optimale, les contaminants 
residuels. Pour cela, apres elimination du milieu dans lequel a eu lieu la 
fermentation precedente, on introduit dans la cuve de fermentation un 

20 milieu contenant les bacteries mortes, de manlere a assurer un contact 
intime avec i'ensemble des elements du conteneur. Apres un temps de 
sejour suffisant pour assurer la fixation des contaminants, notamment 
phagiques, presents dans la cuve, on elimine le milieu contenant les 
bacteries mortes qui ont adsorbe les contaminants. Dans la cuve ainsi 

25 decontaminee, on peut alors proceder a un nouveau cycle de fermentation 
apres introduction d'un milieu de fermentation frais. Ce milieu de 
fermentation pourra lui-meme etre traite par un piege prepare a partir des 
bacteries du ferment, mortes, selon le procede de I'invention, avant 
l'addition des bacteries vivantes du ferment. 

30 Les cellules mortes servent a deux choses, a eliminer les 

contaminants phagiques, et a permettre la croissance de cellules vivantes. 
Differentes manieres de preparer les bacteries mortes en vue du piege 
. selon I'invention peuvent etre envisagees : 
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par rayonnement ultraviolet, chauffage, ou autre traitement, 

- par une preparation de cellules cassees (desintegrees), par traitement 
mecanique, 

- par une preparation de cellules cassees (desintegrees), par traitement 
mecanique par exemple par presse de French, disintegrates de cellule 
ou sonicateur de cellule dont ies enveloppes bacteriennes (recepteurs) 
seulement peuvent Stre recuperees, apres separation, par exemple par 
eentrifugation. 

Selon Tun des aspects de l'invention, ies bacteries mortes, ou 
les elements soiides comportant ies recepteurs d'enveloppes qui sont mis en 
contact intime avec le milieu de fermentation, sont immobilises sur un 
support. Ce support, solide, peut notamment etre constitue d'une membrane 
ou etre un support particulate ou toute autre matrice sur lesquels Ies 
cellules mortes peuvent s'adsorber. , 
15 L'invention a done egalement pour objet un produit permet- 

tant la mise en oeuvre du procede caracterise en ce qu'il comporte un 
support sur lequel sont adsorbed des elements soiides comportant les 
recepteurs normalement presents sur les enveloppes des bacteries 
participant a la fermentation. 
20 pour l'utilisation, le produit est immerge dans le milieu de 

fermentation. Les bacteriophages reconnaissent les recepteurs phagiques 
des bacteries mortes et s'adsorbent. Cependant, les phages ne peuvent pas 
se multiplier dans les bacteries mortes. lis s'attachent aux recepteurs de 
l'enveloppe bacterienne et se trouvent ainsi pieges. Lors de 1'addition 
25 ulterieure de l'inoculum de fermentation, le nombre de phages est reduit et 
le developpement d'infection est evite. Les bacteries poussent alors 
normalement. 

Dans l'une des variantes du procede selon l'invention, Ies 
bacteries mortes sont immobilisees sur une membrane a travers laquelle on 
fait passer le milieu de fermentation a decontaminer, et apres la mamce 

(membrane) est retiree. 

De maniere preferee, les bacteries mortes, immobilisees ou 
non sur un support, sont mises en suspension dans le milieu de fermen- 
tation, de facon a assurer la meilleure dispersion et la plus grande surface 
de contact avec le milieu. 
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Les elements solides comportant les recepteurs normalement 
presents sur les enveloppes des bacteries de l' inoculum (bacteries mortes ou 
preparation d'enveloppes) peuvent etre ecartes avant l'addition de 
i'inoculum de fermentation. On peut par exemple soumettre le milieu a une 
filtration, pour eliminer ces elements ayant piege les phages. 

Cependant, dans une autre variante du procede, les bacteries 
mortes sont maintenues dans le milieu, lors de l'addition du ferment et 
pendant toute la duree de la fermentation. Ceci est particulierement 
avantageux dans le cas de bacteries lysogenes, c'est-a-dire de bacteries du 
levain qui portent le bacteriophage a 1'etat masque j chez de telles 
bacteries, la multiplication du phage est reprime- Le bacteriophage peut 
etre reactive, soit spontanement, soit a la suite d'un choc physique ou 
chimique, et entamer alors un cycle lytique. Si cette induction survient au 
moment de l'addition du ferment, la presence des bacteries mortes 
15 permettra de pieger les phages produits et de limiter l'infection. 

On sait par exemple que lors de la fabrication de fromage, 
c'est au cours de la premiere heure de fermentation que les risques de 
contamination sont les plus importants ; ensuite, une chute du pH du milieu 
se produit, ce qui aide a empScher le developpement des phages. La 
20 presence de cellules mortes peut permettre aux cellules vivantes de se 
multiplier pendant ce Temps critique jusqu'a ce que le pH bas soit atteint. 

Les cellules traitees aux UV ont toujours une actmte 
enzymatique, c'est-a-dire, elle participent a la fermentation du lait, puis 
elles meurent. L'utilisation de ceUules traitees aux UV qui semblent etre 
25 resistantes aux phages peut, dans cette premiere etape, faire baisser le pH 
(ou meme, les cellules traitees aux UV peuvent elles-mSmes effectuer la 
fermentation, au moins partiellement) j dans ce milieu, les cellules vivantes 
sont moins sensibles aux phages, ou les phages sont partiellement inactives. 

Etant donne que les bacteries mortes sont identiques a eelles 
30 du ferment, leur addition ne change pas la composition du ferment. Done 
leur utilisation n'entralne pas I'utilisation de souches distinctes ni de 
produit potentiellement toxique ou inconnu. 
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Le maintien des bacteries mortes, dans le milieu de 
fermentation n'entraine pas de modifications genantes, gr§ce a I'emploi de 
bacteries identiques a ceiles du ferment. En outre, les bacteries mortes sont 
ajoutees a une concentration finale de l'ordre de 10 6 a 10 9 bacteries 
5 mortes/ml de milieu de fermentation. II s'agit done de taux relativement 
faibies par rapport a la quantite de bacteries vivantes presentes a la fin du 
-cycle de fermentation, Ces taux peuvent bien entendu N etre modifies par 
l'homme du metier en fonction des souches et de I'affinite du phage 
correspondant, ainsi qu'avec les conditions particulieres de mise en oeuvre 
10 du procede- 

Selon l'un des aspects de ^invention, les bacteries mortes 
utilisees dans le procede de decontamination, sont obtenues a partir d'une 
culture de bacteries du ferment en phase stationnaire, que l'on soumet a un 
traitement par la chaieur. 

1 2 Selon un autre aspect de ^invention, les bacteries mortes sont 

obtenues a partir de culture de bacteries du ferment en phase stationnaire, 
qui est soumise a un traitement par rayonnement X, gamma, ou ultraviolet. 

La duree et rintensite des traitements pourront Stre 
determinees par l'homme du metier, surtout en fonction de la concentration 

20 des cellules- 

D f excellents resultats sont obtenus pour le procede de 
decontamination selon ^invention, avec 1'emploi des bacteries tuees par des 
rayonnements UV. Ces experiences etaient effectuees en utilisant du lait, 
ou du milieu du laboratoire. L'une des hypotheses que Ton peut avancer, 

25 par laquelie on n'entend nullement limiter I'invention, est que les UV 
laisseraient subsister chez les bacteries mortes, certains systemes 
enzymatiques permettant normalement le renouvellement des recepteurs 
phagiques, Ces bacteries tuees par UV participent aiissi a la fermentation 
du fromage (decrit ci-dessus). 

30 Le present procede de decontamination peut etre adapte par 

l'homme du metier aussi bien dans le cadre d'un procede de fabrication de 
produits lactes, notamment de fromages ou de yaourts, ou d'autres produits 
de fermentation (viande..-) menee par des bacteries lactiques, que lors de la 
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preparation d'autres produits de fermentation alimentaire (salaisons, 
alcools, etc) ou de tout type de technologie mettant en oeuvre la 
fermentation. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
5 apparaltront a la lecture des exemples qui suivent. Dans ces exemples, on 
se referera aux figures suivantes : 

Figure I s Courbes de titrage des phages qui infectent des cultures 
bacteriennes traitees ou non par le procede selon l'invention- 
Figure 2 : Electrophorese du contenu cellulaire de cultures de L- lactis 1*5 
*° vivantes ou tuees par UV et infectees par des phages. Les contenus 
celluiaires sont prepares avant l'addition de phages, et aux temps 0, 10, 20 
et *0 min de la culture. 

Figure 3 : Fermentation de lait en presence de phages et de L. lactis 
vivantes sans (rangee inferieure) ou avec (rangee superieure) addition de 
15 cellules tuees par UV (Deadpack). 

EXEMPLE 1 : PREPARATION DES BACTERIES MORTES 

Les souches (correspondant au levain par exemple) sont 
20 cultivees en bouillon de culture jusqu'a la phase stationnaire. Les cellules 
en phase stationnaire sont alors centrifugees et concentrees dix fois en 
tampon de Ringer. Les cellules remises en suspension sont soumises a un 
traitement par les UV, a environ 10* Joules. La concentration elevee de 
cellules utilisee pour simuier les applications potentielles a grande echelle 
25 du procede, necessite un traitement aux UV de longue duree.^La survie des 
cellules apres traitement aux UV est d'environ 10" a. 10 . 

Dans le cas des cellules tuees par la chaleur, les cellules 
remises en suspension subissent un chauffage a 70°C pendant 30 minutes ; 
le taux de survie est inferieur a 10~ 7 (le temps de chauffage peut Stre 
30 modifie). 

Les preparations de bacteries mortes sont conservees a *°C ou 
a -80°C dans du glycerol a 15%. Elles peuvent egalement etre lyophilisees. 
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Lors de I'utilisation, les cellules bacteriennes mortes sont 
ajoutees au milieu de fermentation de maniere a obtenir une concentration 
finale d'environ 5. 10 8 cellules par ml. 

Dans la suite des exemples, les cellules mortes selon 
5 l'invention seront designees par ie terme de Deadpack. 

EXEMPLE 2 s DIMINUTION DU TITRE EN PHAGES PAR DEADPACK 

Dans ce test on mesure les effets de i'addition de Deadpack 

10 sur Ie titrage de differents bacteriophages ajoutes dans le milieu. Sept 
types de bacteriophages, et * souches de bacteries lactiques, presentes dans 
le tableau 1 sont utilises. La capacite de cellules mortes par UV a diminuer 
le titre en phages est testee. Pour chaque paire (souche et phage specifique 
de la souche), 5.10 8 cellules mortes sont melangees, dans un milieu de 

15 laboratoire (MRS ou M17 contenant du Ca ++ 0,1M) ou du lait, avec entre 
2.10 6 et 10 8 unites formant plages (ufp) par millilitre (ml). Ces 
concentrations sont superieures au titre permettant le developpement 
naturel des phages. Le ternoin ne contient pas de cellules mortes. 

On incube, selon Les cas des cellules mortes preparees par 

20 traitement aux UV ou par la chaleur, ou des cellules vivantes, a 
temperature ambiante, pendant 20 minutes avec les phages. On mesure le 
titre residuel en phage dans le surnageant de culture apres centrifugation. 
Ces resultats sont presentes dans le tableau I. 

On observe une chute de 1 a 3 logs dans le titre des phages 

25 pour les sept paires bacteries-phages testees. L'efficacite, respectivement, 
des cellules vivantes et des cellules mortes sur le titrage des phages dans le 
surnageant est a peu pres la mime, ce qui montre que les recepteurs de 
phages restent intacts. La mesure est effectuee par comptage du nombre de 
plages formees sur un tapis de bacteries vivantes, sensibles au phage teste, 

30 avec une gamme de dilutions du surnageant. On ne peut pas titrer les 
phages quand un couple heterologue est utilise, ce qui indique que le 
titrage est specifique. Ces resultats montrent que Deadpack peut etre 
efficace dans beaucoup de cas comme un piege de phages pendant une 
courte exposition aux phages. 
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EXEMPLE 3 : DEADPACK DIMINUE LE TTTRE DE PHAGES ET PERMET LA 
SURVIE DE BACTERIES VIVANTES 

La capacite de Deadpack-UV de diminuer le titre des phages 
5 et permettre la croissance de cellules vivantes est testee. Trois souches et 
6 phages differents sont utilises. Pour chaque paire, (la souche et le phage 
Ipecifique de la souche), 5.10 8 cellules mortes sont melangees avec entre 
10* et 10 8 phages par millilitre (ml), dans un milieu du laboratoire (comme 
indique precedemment). Le temoin ne contient pas de cellules mortes. 
10 Apres 180 minutes d'incubation a 30° C, des cellules vivantes sont ajoutees 
a raison de 2.10 7 par ml. L'incubatiori continue encore 100 minutes. 
Pendant toute cette periode, les titres des phages dans les cultures avec et 
sans Deadpack sont determines. La figure 1 (a-f) represente les courbes de 
titrage des phages dans des cultures traitees (symboles pleins) ou non 
15 (symboles vides) par les cellules mortes. Dans chaque cas, le developpement 
des phages est inhibe par la presence de cellules mortes, avec une 
diminution 'de phages entre 10 2 et 10 5 fois. L'effet de l'addition de 
Deadpack sur la croissance des bacteries est egalement etudie (Figure lg). 
En presence des cellules mortes (symboles pleins), les cellules poussent 
20 normalement comme les cellules sans phage et sans cellules mortes 
(symboie x) mais en leur absence et en absence de phage (symboles vides), 
la survie est seulement de 1/10^. 

Ces resultats demontrent I'efficacite de l'invention : l'addition 
de Deadpack aux cultures provoque une diminution du titre en phage et 
25 permet la croissance des cellules vivantes. 

Les cellules mortes traitees par la chaleur sont aussi utilisees 
dans i'exemple 3, pour voir si elles ont le m§me effet. Bien que les cellules 
inactivees, soit par les UV, soit par la chaleur, donnent egalement de bons 
resultats dans les tests de titrage statiques, les cellules traitees par les UV 
30 sont plus efficaces pour proteger la croissance des cellules que les cellules 
traitees par chauffage. Ces resultats peuvent indiquer que les recepteurs de 
cellules traitees par la chaleur sont plus rapidement degrades: D'autre part, 
le Deadpack aux UV, qui est resistant aux phages, peut fermenter le lait et 
aider a la baisse de pH du milieu. 
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Les cellules d T une des souches testees, 14JG, ayant survecu a 
Pinfection phagique lors de ^experience de preincubation avec des 
Deadpack UV, sont testees pour leur sensibilite aux phages. Les survivants 
sont etales en culture et montrent la m§me sensibilite aux phages que la 
5 souche d'origine, indiquant que le traitement par les UV n f a pas selectionne 
^des mutants resistants aux phages. 

EXEMPLE » : LE DEADPACK UV NE PERMET PAS LE DEVELOPPEMENT 
DE PHAGES 

10 

Un milieu de culture M17 supplement^ par Ca ++ 0,1 M 

contenant Deadpack UV a une concentration de 10 cellules par ml, et un 

milieu de culture identique rnais contenant des cellules vivantes de la 

9 

souche L. lactis 1*5 a une concentration de 10 cellules par ml, sont 

q 

15 infectes respectivement par le phage 1*5 a 10 ufp/ml, et incubes a 30°C- 
Des echantillons de milieu de culture sont preleves juste avant 1 'addition 
des phages et aux temps 10, 20 et W) min apres 1'addition des phages. Une 
partie est utilisee pour titrer le surnageant (cf- exemple 2 pour protocol e) 
et i'autre partie est utilisee pour analyser le developpement des phages 

20 dans les cellules, Les cellules sont separees du surnageant par centrifu- 
gation, traitees par du iysozyme et lysees par addition d'un detergent. On 
fait migrer les lysats cellulaires et les surnageants sur un gel d'agarose qui 
est ensuite photographie puis transfere sur une membrane de nitrocellulose. 
Une sonde specifique du phage est utilisee pour reveler la presence du 

25 phage sur les echantillons charges sur le gel. Les resultats sont presentes 
dans la figure 2. 

Dans la figure 2A, la photo des lysats cellulaires (cellules 
vivantes "LIVE", ou les Deadpack UV "DEADPACK") prepares au temps 
"TIME" indique apres infection par les phages. Dans cette partie, on voit 

30 l'etat de l'ADN cellulaire. Dans la figure 2B, les rnSmes echantillons sonr 
deposes dans le meme ordre, mais ici seuiement le phage present dans le 
lysat est detecte (revele par une sonde speciJfique qui s'attache aux phages). 
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Quand les cellules vivantes "LIVE" sont attaquees, la quantite de phages est 
fortement augmentee,- avec une croissance marquee dans les 20 premieres 
minutes apres infection. Par contre, le Deadpack UV "DEADPACK" infecte 
par les phages ne permet pas la multiplication des phages, m§me apres 360 
"5 minutes d'incubation. Le titre en phage dans les surnageants est indique 
dans le tableau ci-dessous. Comme observe precedement, le titre en phages 
gst diminue en presence de Deadpack UV apres incubation avec les phages. 

10 TITRE EN PHAGE DANS LES SURNAGEANTS (ufp) 

Temps (min) 
Cellules vivantes 
15 Deadpack 

Ces resultats montrent directement que le Deadpack UV ne 
permet pas la multiplication des phages. 

20 EXEMPLE 5 : EFFET DE DEADPACK UV SUR LA 5URVIE DES BACTERIES 

EN PRESENCE DE PHAGES DANS LE LA IT 

Des concentrations differentes de phage 1*5 (0, 10 , 10 ,10 , 
10 5 , 10 6 ou 10 7 ufp /ml) sont distributes en deux series dans des tubes 

25 contenant 2 ml de lait pasteurise. Deadpack UV (5.10 8 cellules par ml) est 
rajoute dans une serie, mais pas dans Tautre. Apres 2 heures d'incubation a 
30°C, des cellules vivantes sont ajoutees a une concentration de 2.10 
cellules par ml dans chaque tube, et laissees a incuber pendant une nuit. Le 
lait contient un colorant, le litmus, dont la couieur varie avec le pH ; en 

30 absence de croissance cellulaire, le pH reste neutre et i'indicateur confere 
au lait une coloration violette ; lors de la croissance des cellules, il y a 



0 10 20 *0 120 
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acidification du milieu et 1'indicateur devient blanc* En absence de 
Deadpack (rangee inferieure) la croissance des cellules est bloquee par ia 
presence des phages et Je milieu demeure liquide et violet. Dans les 
echantillons contenant Deadpack (rangee superieure) les cellules se 
5 multiplient en presence de phages (jusqu'a 10 6 ufp/ml ajoute) et le lait est 
coagule et blanc (voir figure 3). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de decontamination d'un milieu de fermentation 
caracterise en ce que, avant, ou pendant, Introduction de i'inoculum de 

5 fermentation, le milieu est mis en contact intime avec des elements solides 
comportant les recepteurs normalement presents sur les enveloppes des 
bacteries de I'inoculum, pendant un temps suffisant pour assurer la fixation 
des contaminants, en particulier des phages. 

2. Procede de decontamination selon la revendication 1, 
1° caracterise en ce que les elements solides sont choisis dans le groupe 

comprenant : 

les bacteries de Tinoculum mortes, 

des preparations d'enveioppes obtenues a partir de bacteries de 
I'inoculum, mortes", desintegrees. 
15 3. Procede de decontamination selon Tune des revendications 

1 et 2, caracterise en ce que les elements solides sont mis en suspension 
dans le milieu de fermentation. 

Procede de decontamination selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterise en ce que les elements solides sont immobilises sur un 

20 support solide. 

5. Procede de decontamination selon la revendication 
caracterise en ce que les elements solides sont immobilises sur un support 
particulate ou sur une membrane. 

6. Procede de decontamination selon la revendication 5, 
25 caracterise en ce que les elements solides sont immobilises sur une 

membrane, a travers laquelie on fait passer le milieu de fermentation. 

7. Procede de decontamination selon Tune des revendications 
1 a 6, caracterise en ce que les elements solides sont ecartes avant addition 
de i'inoculum de fermentation. 

30 8. Procede de decontamination selon i'une des revendications 

1 a 7, caracterise en ce qu'apres un cycle de fermentation : 
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- a) on introduit dans la cuve de fermentation un milieu contenant des 
elements solides comportant les recepteurs normalement presents sur 
les enveloppes des bacteries de I'inoculum, 

b) apres un temps de contact suffisant, on elimine le milieu contenant 
5 lesdits elements solides, 

c) on introduit dans la cuve du milieu de fermentation frais, eventuei- 
lement traite par le procede selon l'une des revendications 1 a 7, dans 
iequel on introduit un inoculum de fermentation, 

d) on realise une nouvelle fermentation. 

10 9„ Precede de decontamination selon Tune des revendications 

2 a 8, caracterise en ce que les bacteries mortes sont obtenues a partir 
d T une culture de bacteries en phase stationnaire, soumise a un traitement 
par les UV, par les rayons X, gamma, ou par la chaieur. 

10. Procede de decontamination selon Tune des revendications 
15 2 a 9, caracterise en ce que les elements solides sont obtenus a partir d'une 

culture de bacteries en phase stationnaire, soumises a une disintegration 
par un traitement mecanique, puis separation et recuperation des debris 
cellulaires* 

11. Procede de decontamination selon Tune des revendications 
20 1 a 9, caracterise en ce que les bacteries mortes sont ajoutees au milieu de 

fermentation a une concentration finale comprise entre 10 ct 10 
bacteries mortes par ml. 

12. Procede de decontamination selon I'une des revendications 
1 a II, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre dans le cadre d'un procede 

25 de fabrication de produits lactes par fermentation menee par des bacteries 
lactiques. 

13. Procede de decontamination selon I'une des revendications 
1 a 12, caracterise en ce que les bacteries mortes font une partie de la 
fermentation. 

30 14. Produit permettant la mise en oeuvre du procede selon 

i'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements solides comportant les recepteurs normalement presents sur les 
enveloppes des bacteries participant a la fermentation. 
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15- Produit permettant la mise en oeuvre du precede selon 
l'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il comporte un support 
sur lequei sont adsorbes des elements solides comportant les recepteurs 
normalement presents sur les enveloppes des bacteries participant a la 
5 fermentation. 
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